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ら DON 汚染が報告されるなど，DON 汚染拡大が益々 
深刻さを増しており8），2002 年 5 月に厚生労働省は，
ムギ類を代表として DON に関しての暫定基準値を 
1.1ppm として定めた9）．
しかしながら，DON の検出に関する研究は少なく，
これまでの DON 検出には，複雑な前処理が必要な 
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Abstract
By using excitation ‒ emission matrix (EEM) f luorescence spectroscopy, detection of deoxynivalenol (DON), which is 
one of mycotoxins, and the most frequent contaminant occurring in toxicologically relevant concentrations in wheat and 
other cereal grains, was studied. Seven concentration gradients of DON aqueous solution samples were made as follows: 0, 
4, 8, 125, 250, 500 and 1000 ppm. We found that DON was characterized by several f luorescence peaks in EEM, especially 
those existed in specific excitation (Ex) and emission (Em) wavelength ranges as follows: Ex 200 ～ 230 nm/ Em 300 nm 
and Ex 200 ～ 230 nm/ Em 550 ～ 600 nm. Principal component analysis of EEM revealed that the score plot of the first and 
second principal components were useful for discrimination between DON and water, and judgment of DON concentration. 
Analysis of principal component loadings found that there were six areas with positive and negative correlation with DON 
concentration, respectively, as follows : Ex 200 ～ 230 nm / Em 250 ～ 320 nm, Ex 200 ～ 230 nm / Em 550 ～ 600 nm and Ex 
320 ～ 340 nm / Em 400 ～ 500 nm, Ex 200 ～ 260 nm / Em 200 ～ 250 nm, Ex 200 ～ 250 nm / Em 320 ～ 540 nm and Ex 
200 ～ 250 nm / Em 600 ～ 900 nm without disturbance wavelength ranges.
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DON標準試薬にはマイコトキシン試 験 用 試 薬
（Wako Pure Chemical Industries,Ltd,Japan）を用い，純
水にはMilli‒Qシステム（MILLIPORE Biocel A10，日
本ミリポア株式会社）を用いた．
DON 標準試薬は純水で 0, 4, 8, 125,250,500 及び







kinElmer Ltd., USA）を用い，付属ソフトの FL Win‒
Lab （PerkinElmer Ltd., USA）を用いてデータ取得を
行った．光源にはパルスキセノンランプ（20 kW，半 
値 幅 10μs），セ ル に は 0.35ml のミクロセル（FM20‒




Excel 2003（Microsoft Co., Ltd., Japan）を用い，デー
タの解析 に は，統 計 解 析 ソ フ ト JMP 5.1（SAS 






るため，純水および DON 溶液の EEM を計測し，最
適な励起蛍光波長の計測範囲の検討を行った．LS45
では蛍光側計測波長間隔（0.5nm）, 励起側スリット
幅（10 nm）, 蛍光側スリット幅（10 nm）は固定であ
る．本実験では，励起波長間隔および蛍光波長範囲
は，LS45 で測定できる最大限範囲である励起波長範
囲：200～ 800 nm,蛍光波長範囲：200～ 894.5 nm に
設定した．また，励起波長間隔：10 nm，波長走査速
度は S /N 比を高めるために 500 nm /min とした．この
際の各試料は 300μLであり，得られた各 DON 溶液





















出した．平滑化には 2 次・3 次多項式適合による平滑
化重み係数を用いた 21 点の Savitzky‒Golay法 18）を適
用した．
3）さらに，平滑化処理を行ったデータには励起光
の 2 次光，3 次光，4 次光などのデータ処理上の外乱
となる各波長条件が含まれる．そのため，平滑化処理
を行ったデータからそれら範囲のデータ（2 次光：励
起光× 2± 35 nm ；3 次 光：励 起 光× 3± 35 nm ；4 













1000 ppm DON 溶液と対照区である純水の EEM を等
高線図として図 2 に示した．図 2 中において，励起波
長 200 nm 時の蛍光波長 200，400，600 及び 800 nm を
基点として長波長側に斜めに走る強度の強い発光は励




囲は励起波長 200～ 340 nm 付近の範囲であった．ま
た等高線図上で視覚的に DON 溶液と純水の蛍光ピー
クを識別できた箇所は主に 2 箇所であり（図 2a, b），
図 1 EEM の前処理工程























200～ 340 nm，蛍光波長 200～ 900 nm の範囲で計測
を行った（表 1）．各サンプルの EEM は等高線図とし
て図 3 にまとめた．等高線図では主に 6 箇所に視覚的
に識別可能な蛍光ピークが観察され，これら 6 箇所に
便宜的な印をつけた（図 3a ～ f）．
これまでの EEM 計測による定性的な研究では，そ
の 蛍 光 ピ ー ク 位 置 や 形 状 で 識 別 が な さ れ て い
る14） 15）．こ れ ら か ら，図 3 に お け る 蛍 光 ピ ー ク 
がDON 識別に重要な情報を持つと考えられた．また，




図 3b， c， dでは，明らかな等高線ピークが見られた．
これらは DON 濃度と反比例的に蛍光強度が高まる傾















200 ～ 340 .0 nm
200 ～ 894 .5 nm
表 1 　測定条件
図 3　DON の濃度別にみた励起蛍光マトリクスの俯瞰図
図中の（a）～（f）の円周には，観察された蛍光波長領域を示した．（b, c, d）は蛍光ピークであり，（a, e, f）には
蛍光ピークの裾野が見られた．
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前処理後の各サンプルの EEM は，667 の励起・蛍
光波長条件下で得られた蛍光強度のデータより成っ
ている．そこで，各サンプルの EEM を 667 次元の蛍
光強度データとみなし，主成分分析に供した．その結
果，第 1 主成分の寄与率は 46.1 ％，第 2 主成分の寄
与率は 37.4 ％であった．また累積寄与率が 95 ％以上
となる第 5 主成分までの主成分得点を算出した（表
2）．
図 4 は縦軸を第 1 主成分，横軸を第 2 主成分とした
主成分得点の散布図であり，純水と DON 溶液の間お
よびサンプル間でもその分布位置に明らかな差異が
見られた．特に純水は第 1 主成分がマイナス，第 2 主
成分がプラスとなる第 4 象限に分布したのに対し，
DON 溶液では同じ象限に入るサンプルは見られな
かった．これらのことから，第 1 主成分と第 2 主成分


























た．さらに図 3で蛍光ピークの観察された a～ dの箇
所においては，第 1主成分の主成分負荷量の値も大き
いことが明らかとなり，特に bでは両者に強い相関が
示された．一方，励起波長 270～ 340nm/蛍光波長 600
～ 894.5nmなど，図 3では識別できなかった領域が
DON識別に強く関与することも示唆された．
第 1主成分 第 2主成分 第 3主成分 第 4主成分 第 5主成分
固有値 307.5 249.3 34.1 32.2 11.9
寄与率（％） 46.10 37.38 5.11 4.83 1.78







が示された（図 6）．特に励起波長 200～ 250 nm の領
域では，全体的にプラスに高い値が示され，励起波
長 200～ 230 nm /蛍光波長 250～ 320 nm および励起
波長 200～ 230 nm /蛍光波長 550～ 600 nm では高い
マイナスの値が示された．また，励起波長 320～ 340 


































液は 4 ppm と日本における DON の暫定準値よりも高
い濃度であった．計測時間に関わる計測条件などにつ
いても今現在検討中である．またサンプル濃度に関し
ても，今現在 1 ppm 以下の濃度のデータも取得し，併
せて解析を行っている．これらの検討項目について研
究を進めることで，紫外・可視領域の波長領域におけ









図 5　第 1 主成分における主成分負荷量分布
第 1 主成分に関わる各波長の負荷量を示した．
図中の（a）～（f）は図 3 に対応している．








の設定，2）DON の EEM 計測およびデータ取得，3）
データ解析，の 3 段階で実験を遂行し，以下の知見
を得た．1）これまで蛍光の検知が不可能とされてい
た DON において，励起波長 200～ 340 nm /蛍光波張 
200～ 894.5 nm の範囲で DON 由来の蛍光が観察され
た．特に励起波長 200～ 230 nm /蛍光波長 320 nm，
励起波長 200～ 230 nm /蛍光波長 550～ 600 nm 付近
に観察されたピークは DON 特有の蛍光ピークであ
ると考えられた．2）各波長条件における蛍光強度を
主成分分析で解析した結果，第 1 主成分の寄与率は 
46.1％，第 2 主成分の寄与率は 37.4 ％となり，DON 
溶液における EEM の特徴は第 5 主成分まで（累積寄





布状況から，第 1 主成分が DON と純水の判別に関与
し，第 2 主成分が DON の濃度に関与することが示唆
された．4）各主成分への負荷量を算出することで各
主成分に影響力の高い波長領域を明らかにした結果，
特 に DON と 水 と の 識 別 に は，励 起 波 長 260～
340nm /蛍 光 波 長 360～ 440 nm，励 起 波 長 250～
340 nm /蛍光波長 360～900 nm の領域が有効であり，
DON 濃度 に は，励 起 波 長 200～ 230 nm /蛍 光 波 
長 250～ 320nm，励起波長 200～ 230 nm /蛍光波長 
550～ 600 nm，励起波長 320～ 340 nm /蛍光波長 400
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